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RESUMO 
 
GODOY, V. R. Otimização da fermentação de maltotriose por levedura 
Saccharomyces cerevisiae industrial. 87 fls. Dissertação (Mestrado em 
Biotecnologia e Biociências) Universidade Federal de Santa Catarina, 
Florianópolis, 2015. 
Na levedura S. cerevisiae os carboidratos sacarose, maltose e maltotriose 
são fermentados por vias metabólicas diferentes: a sacarose é hidrolisada 
pela invertase extracelular (codificada pelos genes SUC), enquanto 
maltose e maltotriose são ativamente transportadas para dentro da célula 
e hidrolisadas pelas α-glicosidases presentes no citoplasma (ambas 
proteínas codificadas pelos genes MAL). Os genes SUC também 
permitem a síntese de uma forma intracelular da invertase, uma enzima 
com nenhuma função óbvia em leveduras. No entanto, a sacarose pode 
também ser metabolizada por células de levedura através dos 
transportadores e α-glicosidases codificados pelos genes MAL. Nossos 
resultados mostram que a maltotriose pode ser também eficientemente 
fermentada pelas células de S. cerevisiae através de seu transporte ativo 
mediado pela permease AGT1, um transportador MAL necessário para 
utilização de maltotriose, e sua hidrólise intracelular mediada pela 
invertase intracelular. A cepa brasileira industrial utilizada na produção 
de etanol combustível CAT-1 não pode fermentar maltotriose 
eficientemente devido ao promotor do AGT1 ser defeituoso. Para 
aumentar a fermentação de maltotriose por esta levedura, colocamos um 
promotor constitutivo (PGPD) à frente do gene AGT1 presente na cepa 
CAT-1, gerando a linhagem GMY05. No entanto, esta linhagem não foi 
capaz de fermentar eficientemente a maltotriose. Por outro lado, quando 
esta linhagem foi modificada para sobre-expressar a forma intracelular da 
invertase, por substituição da sequência sinal do gene SUC2 com o 
promotor constitutivo PADH1, a cepa iSUC2 obtida (GMY08) fermentou 
maltotriose eficientemente. Utilizando condições em que os genes MAL 
não são expressos, foi possível mostrar que a forma intracelular da 
invertase é capaz de hidrolisar a maltotriose (mas não maltose ou p-
nitrofenil-α-glicosídico). Assim, os nossos resultados indicam uma 
sobreposição inesperada no metabolismo de sacarose e maltotriose por 
células de levedura, indicando que a invertase intracelular pode hidrolisar 
da maltotriose, e oferece novas abordagens a ser aplicadas para otimizar 
várias fermentações industriais que utilizam hidrolisados de amido, 
 
 
incluindo a panificação, produção de bebidas destiladas e cerveja, ou 
inclusive bioetanol. 
Palavras-chave: Fermentação, Engenharia genômica, Invertase, AGT1, 
SUC, MAL, Saccharomyces 
 
  
ABSTRACT 
 
GODOY, V. R. Optimization of maltotriose fermentation by industrial 
yeast Saccharomyces cerevisiae. 87 fls. Dissertation (Master in 
Biotechnology and Life Sciences) Federal University of Santa Catarina, 
Florianópolis, 2014. 
It is well known that in the yeast S. cerevisiae the sugars sucrose, maltose 
and maltotriose are metabolized by different pathways: sucrose is 
hydrolyzed by the extracellular invertase (encoded by SUC genes), while 
maltose and maltotriose are actively transported into the cell and 
hydrolyzed by intracellular α-glucosidases (both proteins encoded by 
MAL genes). Furthermore, the SUC genes also allow the synthesis of an 
intracellular form of invertase, an enzyme with no obvious function in 
yeasts. We have already shown that sucrose can be metabolized by yeast 
cells through MAL-encoded transporters and α-glucosidases. Now, our 
results will show that maltotriose can be efficiently fermented by S. 
cerevisiae cells through its active transport mediated by the AGT1 
permease, a MAL transporter required for maltotriose utilization, and its 
intracellular hydrolysis mediated by the cytoplasmic invertase. The 
Brazilian industrial fuel-ethanol strain CAT-1 cannot ferment maltotriose 
efficiently due to a defective promoter of the AGT1 gene. To increase 
maltotriose fermentation by this strain, we placed a strong promoter 
(PGPD) in the AGT1 gene of strain CAT-1, generating strain GMY05. 
While the AGT1 gene was indeed over-expressed in this strain (measured 
by real-time PCR), maltotriose was still not fermented efficiently. 
However, when we over-expressed the intracellular form of invertase, by 
replacing the signal sequence of the SUC2 gene with the strong PPGK 
promoter, the resulting iSUC2 strain GMY08 fermented maltotriose 
efficiently. Using conditions were the MAL-encoded α-glucosidases 
could not be expressed, we showed that the intracellular form of invertase 
could hydrolyze maltotriose (but not maltose or p-nitrophenyl-α-
glucoside). Thus, our results indicate an unexpected overlap in sucrose-
maltotriose metabolism by yeast cells, showing that the intracellular 
invertase allows efficient maltotriose hydrolysis, and offers new 
approaches that can be applied to optimize several industrial fermentation 
processes that use starch hydrolysates, including production of bread, 
distilled beverages and beer, or even bioethanol. 
 
 
Key words: Fermentation, Genomic Engineering, Invertase, AGT1, SUC, 
Saccharomyces. 
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1. INTRODUÇÃO 
Os seres humanos desenvolvem processos biotecnológicos 
utilizando leveduras há milhares de anos. Por exemplo, leveduras do 
complexo Saccharomyces sensu stricto, em especial a espécie 
Saccharomyces cerevisiae, são utilizadas na panificação e na produção de 
cervejas (QUEROL e BOND, 2009). Esses processos biotecnológicos, 
que são importantes para o desenvolvimento da nossa civilização, 
dependem da eficiente fermentação dos principais produtos da hidrólise 
do amido: glicose, maltose e maltotriose (VITTI, 2001; WILLAERT, 
2001). Portanto, estudar o metabolismo desses açúcares por leveduras, 
visando otimizar os processos fermentativos, é importante para o 
crescimento dos setores industriais em questão.  
 
1.1. Mercado global de pães e cervejas 
A cerveja tem sua história iniciada há pelo menos 8.000 anos, onde 
indícios arqueológicos sugerem que o seu consumo era praticado na 
região da antiga Mesopotâmia. Assim como na panificação, os egípcios 
tiveram um papel fundamental na história da cerveja, visto que foram 
encontrados hieróglifos que comprovam a existência de uma cervejaria 
rudimentar datada de 5400 anos a.C (antes de Cristo) no Egito. Foram 
eles os responsáveis por divulgar a bebida entre os povos orientais, 
introduzi-la na Europa, e a seguir o mundo todo (SAMUEL, 1996). 
Durante o Império Romano os germânicos destacaram-se como grandes 
fabricantes de cerveja e, em 1516, a lei da pureza (Reinheitsgebot) foi 
instituída pelo Duque Wilhelm IV da Baviera. Tal lei tinha por objetivo 
padronizar a elaboração da bebida e garantir a fabricação de um produto 
de qualidade. Portanto, a bebida deveria ter como ingredientes apenas a 
água, o lúpulo e a cevada (nessa época ainda não era conhecido o 
fermento). Embora a lei da pureza tenha sido importante para a 
padronização da cerveja e por conferir maior qualidade ao produto, foi 
graças aos estudos de Louis Pasteur e Emil Christian Hansen que um 
maior controle de qualidade tornou-se possível. Louis Pasteur criou um 
processo no qual era possível garantir a conservação da cerveja por mais 
tempo, processo esse denominado de Pasteurização. Já Hansen 
comprovou que a utilização de culturas puras de leveduras na fabricação 
de cervejas era fundamental para a padronização do processo.   
A evolução do processo de produção dessa bebida continuou 
ganhando forças com o aprimoramento de técnicas e equipamentos, 
permitindo maior diversificação dos seus tipos disponíveis no mercado. 
Sobretudo, áreas como a bioquímica, microbiologia, engenharia de 
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processo e biotecnologia agregaram e continuam agregando muito para o 
setor, de modo que consegue-se obter um processo de produção mais 
uniforme e com menor custo, gerando um produto cada vez mais 
padronizado e com maior facilidade de acesso ao mercado.  
O grau de relevância do setor cervejeiro para a economia da UE 
(União Europeia) é esclarecido em um estudo da consultora ERNST & 
YOUNG. Tal estudo demonstra a contribuição do setor para a geração de 
empregos e para a competitividade econômica nos últimos anos na UE, 
que é a segunda maior produtora de cerveja do mundo com 39 bilhões de 
litros produzidos em 2012, ficando atrás apenas da China, com 44,3 
bilhões de litros, enquanto que o consumo pela UE no mesmo ano foi de 
35,9 bilhões de litros. Com aproximadamente 4500 cervejarias e uma 
variedade bastante grande de tipos de cervejas, o setor é de grande 
importância para a UE e seu impacto econômico direto constitui apenas 
uma pequena fração do impacto total que este mercado tem na economia. 
Cerca de 125.400 trabalhadores foram empregados diretamente dentro 
das fábricas de cerveja em 2012. No entanto, foi evidenciado que o setor 
cervejeiro também foi muito importante para o turismo (1,4 milhões de 
postos de trabalho), o setor de varejo (118.900 empregos) e setores de 
fornecimento (315,8 mil vagas). Aproximadamente 19 % da cerveja 
produzida pela UE é exportada e gera uma receita de 3.2 bilhões de euros. 
Já a sua importação lhe confere um gasto de 234 milhões, gerando um 
balanço positivo de 3 bilhões de euros. Essa é uma importante 
contribuição para economia europeia uma vez que o déficit na importação 
(considerando todos os setores) é de 105.3 bilhões. 
Embora a UE seja a segunda maior produtora de cerveja do mundo, 
ao avaliarmos os países com maior produção nós temos a China em 
primeiro lugar, Estados Unidos da América (EUA) em segundo com 23 
bilhões de litros, Brasil em terceiro com 13,4 bilhões de litros e em quarto 
a Rússia com 9,7 bilhões de litros. No Brasil, essa alta produção de 
cerveja reflete nos postos de trabalho, fazendo com que o setor cervejeiro 
seja um dos que mais empregam no país. Atualmente, cerca de 2,7 
milhões de postos de trabalho - entre empregos diretos, indiretos e 
induzidos - estão ligados a esse mercado.  
No entanto, ao passo que o Brasil aparece como terceiro na lista de 
produção anual de cervejas, o consumo per capita dessa bebida não 
acompanha tal feito. Segundo anuário de 2014 publicado pela 
CERVBRASIL (Associação Brasileira da Industria da Cerveja) o Brasil 
ocupada apenas a 24º posição no ranking de consumo (Figura 1.1) com 
uma média de 68 litros ao ano, sendo consideravelmente menor do que o 
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observado em países como república Tcheca (148,6 litros), Áustria (107,8 
litros) e Alemanha (106,1 litros), os maiores consumidores mundiais de 
cerveja. Isso se deve principalmente ao baixo poder aquisitivo de boa 
parte dos consumidores brasileiros e à alta incidência de impostos sobre 
a produção e comercialização da cerveja em nosso país. Assim, embora 
na saída da fábrica seu custo seja um dos menores do mundo, a incidência 
de uma série de tributos até chegar ao consumidor final, encarece 
consideravelmente o preço final desta bebida (SINDICERV - Sindicato 
Nacional da Indústria da Cerveja).  
 
Figura 1.1 - Os 40 maiores consumidores per capita de cerveja no mundo. 
 
Fonte: Kirin Beer University 
 
Com a grande produtividade desse setor no Brasil e o baixo consumo 
per capita em relação aos líderes mundiais é possível ver que há um 
grande potencial de crescimento para o País, tanto no que tange à 
produção como ao consumo. Para que esse potencial seja explorado é 
necessário que haja melhorias no desempenho das empresas envolvidas 
e, para que essas melhorias possam ser alcançadas, uma melhor 
compreensão da fisiologia e do metabolismo da levedura Saccharomyces 
cerevisiae é imprescindível.  
Ao passo que a produção de cerveja é um grande exemplo da 
utilização de leveduras, nós temos também a produção de pão. Esse, por 
usa vez, surgiu há pelo menos 10 mil anos e, nessa época, sua receita 
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consistia no cozimento de farinha de trigo e água, sem a adição de 
fermento. O resultado era uma massa achatada, dura por fora e macia por 
dentro (VITTI, 2001). A adição do fermento à receita é atribuída aos 
egípcios, o que os caracterizam como precursores do pão moderno. 
Arqueólogos encontraram, em ruínas egípcias, câmaras de cozimento e 
pedras para moer grãos (SAMUEL, 1996). 
Ao passo que os egípcios iniciaram à produção do pão moderno, os 
gregos foram responsáveis por introduzir o pão na Europa. Isso foi bem 
recebido pelos Romanos que aprenderam a arte de fazer pão muito bem. 
Mas foi na Idade Moderna, com o avanço dos métodos de fabricação, que 
o pão ganhou o mundo. Logo mais, com o início da revolução industrial, 
as panificadoras mecanizaram os seus processos e diversificaram o 
produto (VITTI, 2001). Louis Pasteur, em 1859, verificou que o fermento 
se alimentava da farinha de trigo e produzia gás carbônico, fazendo a 
massa expandir e o pão crescer. 
No Brasil o hábito do consumo de pão só chegou no século XIX, 
através dos imigrantes, que fabricavam caseiramente o pão e o vendiam 
pelas ruas. Entretanto, a expansão da panificação brasileira só ocorreu no 
início do século XX, período que a padaria ganha status de negócio. A 
partir daí, o processo de produção do pão sofreu avanços, as técnicas 
foram aprimoradas, com exemplos pioneiros por todo o país. Hoje as 
padarias oferecem grande variedade de produtos, suficiente para atender 
à crescente demanda de consumo.  
 
Figura 1.2 - Comparação entre faturamento do setor de panificação (em bilhões 
R$) e seu respectivo crescimento (em %). 
 
Fonte: IPTC – ABIP 
 
Segundo indicadores de 2014 publicados pela ABIP (Associação 
Brasileira da Industria de Panificação), hoje há no Brasil mais de 63,2 mil 
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empresas de panificação que receberam cerca de 41,5 milhões de clientes 
diários no último ano. Tais empresas são responsáveis por gerar 850 mil 
empregos diretos e 1,85 milhão de forma indireta. O índice de 
crescimento das empresas de Panificação e Confeitaria em 2014 foi de 
8,02 % com o faturamento atingindo R$ 82,5 bilhões. No entanto, a alta 
foi considerada abaixo das expectativas, já que foi o segundo ano em que 
o setor registrou índice de crescimento inferior a 10% (Figura 1.2). Essa 
desaceleração é decorrente principalmente da alta de custos 
experimentada pela panificação. 
O consumo per capita de pães no Brasil está situado na faixa dos 33 
quilos por habitante/ano, o que vem a ser, segundo a ABIP, pouco mais 
da metade dos 60 quilos/habitante/ano recomendados pela OMS 
(Organização Mundial da Saúde) e pela FAO (Food Agricultural 
Organization). Além do baixo poder aquisitivo da população, fatores 
como hábitos culturais e qualidade do produto estão diretamente ligados 
ao baixo consumo desse alimento. Isso é refletido pelas grandes 
diferenças socioculturais entre as regiões em nosso país. Enquanto na 
região Nordeste o consumo é, em média, de 10 kg/habitante/ano, nas 
regiões Sul e Sudeste – composta pelos estados que mais investem nesse 
setor – a média é de 40-45 kg/habitante/ano. Em relação a outros países, 
o consumo no Brasil também é baixo, já que na Argentina são consumidos 
73 kg per capita/ano e no Chile, 93 Kg percapita/ano; Alemanha, Bélgica, 
Portugal e Dinamarca possuem uma média de 75 kg por pessoa/ano, e na 
recordista, Turquia, cada pessoa consome 154 kg por ano. Contudo, 
vemos que embora o faturamento do setor tenha aumentado, o 
crescimento foi baixo em relação aos anos anteriores, além do que o 
consumo brasileiro tem muito o que crescer quando comparado aos 
demais países. Isso justifica o investimento no setor e, também, pesquisas 
que contribuam para a sua melhoria e para o aprimoramento do processo 
produtivo. 
 
1.2. Utilização de maltose e maltotriose por Saccharomyces cerevisiae 
Para se chegar no produto final, seja ele a cerveja ou o pão, há a 
necessidade de um processo enzimático que consiste na hidrólise do 
amido. Na produção de cerveja esse processo ocorre durante a 
mosturação, quando malte, lúpulo e água são misturados para formar o 
mosto cervejeiro. Ali, as enzimas α- e β-amilases –que foram sintetizadas 
durante a maltagem dos grãos– agem sobre o amido do malte. As α-
amilases promovem uma hidrólise inicial do amido, produzindo 
oligossacarídeos contendo 5-10 resíduos de glicose. Em seguida, esses 
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oligossacarídeos sofrem a ação das β-amilases, que, a cada duas unidades 
de glicose, hidrolisam ligações glicosídicas do tipo α 1-4, liberando 
moléculas de maltose (com dois resíduos de glicose) e maltotriose (com 
três) (VENTURINI-FILHO e CEREDA, 2001).  
Para a produção de pão existem duas categorias básicas, com a 
adição de sacarose na massa e sem essa adição. Na primeira categoria são 
empregadas leveduras selecionadas pela capacidade de fermentar 
eficientemente a sacarose, já que esse açúcar pode compor até 30% do 
peso seco da massa (BELL et al., 2001; HIGGINS et al., 2001). Já na 
segunda são empregadas leveduras que utilizam os principais 
carboidratos obtidos com a hidrólise do amido (glicose, maltose e 
maltotriose) para realizar o crescimento da massa através do processo 
fermentativo (HIGGINS et al., 1999a).  
Através da receita tradicional, sem adição de sacarose, o processo de 
hidrolise do amido tem início com a moagem dos grãos de trigo para a 
obtenção da farinha. Ali são liberados o amido, presente no endosperma, 
e as enzimas α e β-amilases, presentes no gérmen. Assim, a farinha obtida 
nesse processo é composta tanto pelo amido quanto pelas amilases 
presentes no grão de trigo (VITTI, 2001). Com o sovamento da massa, as 
α e β-amilases agem sobre o amido do malte, assim como na produção de 
cerveja, liberando no mosto moléculas de glicose, maltose e maltotriose 
(VITOLO, 2001; VITTI, 2001).  
Tanto no setor cervejeiro como na panificação, para se ter uma 
produção eficiente, é necessário que as leveduras utilizadas no processo 
estejam aptas a utilizar os açucares provenientes da hidrólise do amido. 
Na produção de cerveja, por exemplo, os três carboidratos em questão 
(glicose, maltose e maltotriose) respondem por 70-80% do total de 
açúcares, sendo o restante representado pela frutose (2-5%), pela sacarose 
(3-6%) e por açúcares não fermentáveis (20-30%). A maltose é o açúcar 
presente em maior quantidade (45-65% do total) no mosto cervejeiro. O 
segundo açúcar fermentável mais abundante é a maltotriose (15-20%) e o 
terceiro, a glicose, com 10-15% do total de açúcares encontrados em 
diversos tipos de mosto cervejeiro (GIBSON et al., 2007; WILLAERT, 
2001). 
Desses, a glicose é consumida mais rapidamente e, normalmente, 
após metade deste açúcar ser consumido é que ocorre a metabolização da 
maltose e maltotriose, sendo o metabolismo de maltotriose ainda mais 
lento do que o de maltose em Saccharomyces. Essa dificuldade de 
fermentar eficientemente a maltotriose tem impacto principalmente no 
setor cervejeiro, onde, muitas vezes, quantidades significativas desse 
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açúcar deixam de ser fermentadas (MENESES e JIRANEK, 2002; 
STEWART et al., 1979; ZASTROW et al., 2000; ZHENG et al., 1994). 
Tal fato gera perda econômica para esse setor, pois a lenta utilização de 
maltotriose reflete em um baixo rendimento de etanol e presença de 
açúcar fermentável no produto final, podendo ocasionar, ainda, um sabor 
atípico. Portanto, as velocidades de utilização dos α-glicosídeos 
influenciam na obtenção de um produto final de qualidade (D’AMORE 
et al., 1989; ERNANDES et al., 1993). 
A utilização de maltose e maltotriose pelas leveduras inicia-se pelo 
transporte ativo para o interior da célula, através do simporte com H+ 
(vide Figura 1.3). A seguir esses carboidratos são hidrolisados por 
maltases (α-glicosidases), liberando as moléculas de glicose que serão 
metabolizadas até etanol pela glicólise (ZASTROW et al., 2001).  
Para que uma cepa de S. cerevisiae seja capaz de fermentar a maltose 
é necessária a presença de pelo menos um dos cinco loci MAL existentes 
nessa levedura. Todos os cinco loci MAL são subteloméricos e cada locus 
se encontra em um cromossomo diferente: o locus MAL1 se localiza no 
cromossomo VII; o MAL2, no cromossomo III; o MAL3, no II; o MAL4, 
no XI; e, o MAL6, no VIII. Esses cinco loci MAL podem ser constituídos 
pelos três genes necessários à metabolização da maltose: o gene MALx1 
(onde x representa o locus), que codifica o transportador de maltose; o 
gene MALx2, que codifica a maltase; e o gene MALx3, que codifica uma 
proteína reguladora que induz a expressão dos genes MAL na presença de 
maltose no meio. Uma cepa de S. cerevisiae necessita, para a utilização 
da maltose, de apenas um desses loci completos, ou seja, apenas um locus 
contendo ao menos uma cópia dos genes MALx1, MALx2 e MALx3 é 
suficiente para garantir uma fermentação eficiente desse açúcar 
(NEEDLEMAN, 1991; NOVAK et al., 2004). Além desses loci 
completamente funcionais (contendo os três diferentes genes citados 
acima), existem ainda pelo menos três tipos de loci MAL parcialmente 
funcionais (malp, malg e mal0). O locus malp contém apenas o gene 
regulador MALx3, o locus malg contém apenas os genes para o 
transportador de maltose e para a α-glicosidase (MALx1 e MALx2, 
respectivamente) e o locus mal0 apenas o gene para a α-glicosidase 
(MICHELS et al., 1992; NAUMOV et al., 1994). 
Em todos esses loci, a proteína reguladora, ao ser ativada pela 
maltose, é responsável pela indução da expressão tanto do gene que 
codifica o transportador desse açúcar quanto do gene que codifica a 
maltase (α-glicosidase). Em Saccharomyces cerevisiae, a proteína 
reguladora Malx3p, na presença de maltose (vide Figura 1.4), se liga ao 
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DNA na região promotora entre os genes MALx1 e MALx2 (na chamada 
sequência UASMAL), induzindo a transcrição das proteínas 
transportadoras Malx1p e das α-glicosidases Malx2p (CHANG et al., 
1988; GOLDENTHAL et al., 1987; LEVINE et al., 1992; SIRENKO et 
al., 1995). Vale ressaltar que essa ativação dos genes MALx1 e MALx2 
pela proteína reguladora Malx3p acontece em trans e, portanto, a presença 
de qualquer alelo MALx3 funcional é capaz de induzir a transcrição de 
transportadores de maltose e α-glicosidases em qualquer locus MAL 
(MICHELS e NEEDLEMAN, 1984; NEEDLEMAN e MICHELS, 1983; 
NEEDLEMAN et al., 1984). 
 
Figura 1.3 - Utilização de maltose e maltotriose por Saccharomyces cerevisiae. 
As setas indicam o sentido do fluxo das moléculas de açúcar no metabolismo. 
 
Fonte: Alves Jr. (2010). 
 
Além da região UASMAL, a proteína Malx3p reconhece a região 
promotora de cada alelo MALx3. Essa sequência segue a estrutura 
CGGN9CGC, onde N9 representa uma região rica em AT. Portanto, a 
proteína reguladora, na presença de maltose, é capaz de elevar o seu 
próprio nível de expressão gênica ao se ligar na sequência UASMAL 
(GANCEDO, 1998; NEEDLEMAN, 1991; SIRENKO et al., 1995). 
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Ao passo que a maltose funciona como indutora dos genes MAL, a 
glicose atua como repressora desses genes. Isso pode acontecer de duas 
maneiras: (1) inibindo a ativação da proteína reguladora Malx3p pela 
maltose e (2) ativando o repressor Mig1p, que impede a transcrição dos 
três genes MAL ao se ligar à região promotora de cada um deles (Figura 
1.4) (HU et al., 1995, 2000; KIM e MICHELS, 1988; WANG e 
NEEDLEMAN, 1996). O repressor Mig1p reprime a expressão não só 
dos genes que codificam o transportador de maltose e a α-glicosidase, mas 
também do gene MALx3 que codifica a proteína reguladora. Tal processo 
é conhecido como repressão catabólica (SANTANGELO, 2006).  
 
Figura 1.4 - Representação de um locus MAL. As setas maiores (coloridas) 
indicam a posição de cada gene MAL no cromossomo. As linhas pontilhadas 
indicam as proteínas codificadas por cada gene; as linhas contínuas com setas, 
indução; e as linhas contínuas com pontas rombas, repressão. 
 
Fonte: Alves Jr. (2010). 
 
Os processos de indução e a repressão não são os únicos processos 
de regulação que controlam a fermentação da maltose. Já foi 
caracterizada, por exemplo, a existência de alelos para alguns dos genes 
MAL que determinam a expressão independente da indução pela maltose, 
fenótipo esse encontrado nas chamadas cepas MAL constitutivas (MAL )ͨ. 
Esses alelos são mutações dos loci MAL, principalmente nos genes que 
codificam a proteína reguladora (CHARRON e MICHELS, 1987; 
GIBSON et al., 1997; WANG e NEEDLEMAN, 1996). Tais mutações 
promovem, por si só, uma conformação distinta na proteína reguladora 
que já a torna ativa, sem a necessidade da presença de maltose, de modo 
a permitir a expressão das proteínas Malx1p e Malx2p (GIBSON et al., 
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1997; WANG e NEEDLEMAN, 1996). Geralmente as cepas industriais 
são MAL constitutivas, sendo essa característica altamente desejável em 
cepas de cervejaria e panificação (HIGGINS et al.,1999a; KODAMA et 
al., 1995; MENESES e JIRANEK, 2002; ODA e OUCHI, 1990). No 
entanto, cepas MAL constitutivas podem ainda apresentar tanto 
sensibilidade como insensibilidade à repressão pela glicose (CHARRON 
e MICHELS, 1987; GIBSON et al., 1997; HIGGINS et al. 1999b; 
ALVES-JR et al., 2014). 
Apesar de inúmeros trabalhos já terem detalhado os mecanismos 
moleculares envolvidos no metabolismo de maltose em Saccharomyces 
cerevisiae, poucos estudos objetivaram analisar, como enfoque principal, 
a fermentação de maltotriose. Ao analisarem alelos naturais do 
transportador de maltose, Han et al. (1995) descobriram um gene que 
passou a ser chamado AGT1, o qual codifica uma permease responsável 
pelo transporte ativo de uma série de α-glicosídeos, incluindo sacarose, 
trealose, maltose e maltotriose. Essa permease é um transportador com 
alta afinidade (Km 7-9 mM) para sacarose e trealose, mas transporta 
maltose e maltotriose com baixa afinidade (Km >20 mM) quando 
comparada aos transportadores Malx1p, que possuem alta afinidade (Km 
2-5 mM) pela maltose (STAMBUK e DE ARAÚJO, 2001; STAMBUK 
et al., 2000; VAN DER REST et al., 1995; WEUSTHUIS et al., 1993). O 
Agt1p é o único transportador de maltotriose em S. cerevisiae, e o mesmo 
é necessário para promover a eficiente fermentação desse açúcar 
(ALVES-JR et al., 2008). Embora seja um transportador com 
especificidade distinta quando comparado aos transportadores de maltose 
codificados pelos genes MALx1 (específicos para maltose e turanose), a 
permease Agt1p é aparentemente regulada pelos mesmos mecanismos de 
regulação gênica dos outros genes MAL, pois possui uma sequência 
UASMAL na sua região promotora (Figura 1.5) (HAN et al.,1995). 
 
Figura 1.5 - Representação de um locus MAL contendo o gene AGT1. É 
importante salientar que o gene regulador é mutante e não funcional (mal13). 
 
Fonte: Alves Jr. (2010). 
 
Ao encontro da importância que o transporte de maltotriose tem em 
alguns segmentos industriais, constatou-se que praticamente todas as 
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linhagens de cervejaria contêm o gene AGT1 (JESPERSEN et al., 1999; 
Vidgren et al., 2005). Embora o gene AGT1 seja encontrado em cepas ale 
(S. cerevisiae) e lager (S. pastorianus, um hibrido natural de S. cerevisiae 
e S. eubayanus), ele codifica uma proteína truncada e não funcional em 
cepas lager (Vidgren et al., 2005; Nakao et al., 2009). Além disso, análises 
de transcriptoma de leveduras do tipo ale têm indicado altos níveis de 
expressão dessa permease durante a fermentação do mosto cervejeiro 
(JAMES et al., 2003; MENESES e JIRANEK, 2002; VIDGREN et al., 
2005). Essa alta expressão gênica pôde ser observada também quando as 
cepas ale foram crescidas em glicose (repressor), maltose (indutor) e em 
uma mistura de ambos os açucares. Em todos os 3 meios a expressão do 
gene AGT1 foi muito fraca em cepas lager e bastante forte em cepas ale. 
Também foi claramente observado que a glicose reprime a expressão do 
AGT1 e a maltose a induz em ambas as cepas (Vidgren et al., 2005). 
VIDGREN et al., (2011) analisaram o locus MAL1 de cepas 
industriais de S. cerevisiae, S. paradoxus e S. mikatae e compararam com 
a levedura de laboratório S288c. Eles observaram (Figura 1.6) que o locus 
MAL1 da S288c contém o gene IMA1, 73 % idêntica ao MALx2, em 
adição ao locus MAL clássico (MAL11, MAL12 e MAL32). O IMA1 
codifica uma α-glicosidase, capaz de hidrolisar isomaltose e α-metil-
glicosídeo, (Teste et al., 2010). Esse gene também foi encontrado nas 
demais cepas analisadas, sendo que na S. cerevisiae ele codifica uma 
proteína truncada. Nas cepas S. paradoxus e S. mikatae foi observado uma 
ORF com uma sequência similar (88% em S. paradoxus e 84% em S. 
mikatae) ao gene que codifica para o transportador de maltose/maltotriose 
MTT1 (Salema-Oom et al., 2005; Dietvorst et al., 2005). O loci MAL 
contendo o gene AGT1 das cepas industriais apresenta outros genes MALx 
e, portanto, é mais extensivo que o locus MAL clássico encontrado na cepa 
S288c. Com base na análise da sequência de todo o genoma, S. mikatae 
divergiu do ancestral comum mais cedo do que S. cerevisiae e S. 
paradoxus (Kellis et al., 2003). A presença do loci MAL contendo o gene 
AGT1 é muito semelhante em S. paradoxus e S. mikatae, o que sugere que 
essa é a estrutura do locus inicial no ancestral comum, ou seja, os genes 
MAL já haviam sido multiplicados no locus da cepa ancestral da qual estas 
estirpes de Saccharomyces sensu stricto foram originadas. As 
divergências encontradas em S. cerevisiae industriais e laboratoriais em 
relação ao ancestral parecem ter sido acompanhadas pela exclusão de 
algumas dessas repetições. O lócus da S. cerevisiae RM11-1a poderia ter 
sido derivada da S. mikatae e S. paradoxus loci por eliminação da 
sequência entre a primeira e terceira ORF MALx3 (Figura 1.6). Esta 
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exclusão faria remover apenas cópias extras do transportador de maltose 
(Mtt1p) e genes MALx3 (ativadores). Estirpes laboratoriais, tais como 
S288c, são originalmente derivadas a partir de isolados naturais e durante 
a sua evolução em condições laboratoriais podem ter se diferenciado 
desde as suas origens naturais. O locus MAL1 de S. cerevisiae S288c 
poderia ser derivado da RM11-1a através de mais deleção, mas desta vez 
entre a sequência entre o gene AGT1 e o primeiro MALx2 (Figura 1.6). A 
instabilidade excepcional das regiões teloméricas promove reorganização 
frequente do loci MAL. Esta característica é benéfica para a rápida 
adaptação a novos ambientes. Por exemplo, a duplicação de genes MAL 
seguido de divergência funcional gerando novos alelos pode permitir que 
o metabolismo de carboidratos diferentes. Brown et al. (2010) sugerem 
que a reorganização ocorre com frequência em MAL loci e, depois de 
divergida da estirpe ancestral, as espécies de Saccharomyces evoluíram 
seus MAL loci de modo a serem capazes de utilizar determinados hidratos 
de carbono. 
Dentro do complexo Saccharomyces sensu stricto, a permease 
Agt1p, entretanto, não pode ser considerada a única responsável pelo 
transporte de maltotriose através da membrana plasmática das células. Na 
espécie Saccharomyces pastorianus, um híbrido natural de S. cerevisiae 
e S. bayanus, utilizado na produção de cervejas do tipo lager, foi 
caracterizada uma permease com maior afinidade por maltotriose (Km 
~20 mM) que por maltose (Km ~70 mM) (SALEMA-OOM et al., 2005). 
Essa permease, codificada pelo gene denominado MTT1, é essencial para 
o transporte de maltotriose em cepas de S. pastorianus, uma vez que a 
expressão da permease Agt1p é praticamente nula nessas leveduras e, 
além disso, tal permease é truncada e não funcional nas cepas do tipo lager 
(Vidgren et al., 2005; Nakao et al., 2009). A permease Mtt1p apresenta 
91% de similaridade aos transportadores Malx1p e 62% de similaridade 
ao Agt1p (DIETVORST et al., 2005). Segundo Salema-Oom et al. (2005), 
a montante e a jusante do gene MTT1, também são encontrados genes que 
codificam, respectivamente, uma α-glicosidase e uma proteína reguladora 
Malx3p.  
A levedura industrial utilizada neste trabalho foi a CAT-1, uma das 
responsáveis pela maior parte da produção de álcool combustível a partir 
de sacarose no Brasil (Basso et al., 2008). Essa levedura é bastante 
importante nesse cenário, visto que possui alta resistência ao estres 
presente nas dornas de fermentação, uma alta capacidade de reciclo 
celular e de fermentar mesmo na presença oxigênio. Esses fatores foram 
evidenciados também em um estudo realizado por AMORIM NETO et 
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al., (2009), onde a CAT-1 foi utilizada para a produção de uísque escocês 
e comparada com leveduras já otimizadas desse processo.  O resultado foi 
bastante surpreendente, visto que a CAT-1 apresentou maior capacidade 
de tolerância ao estres do meio e as características sensoriais produzidas 
se mantiveram dentro dos padrões estabelecidos para esse uísque. A 
temperatura utilizada para os testes foi de 30°C, mas ao realizarem testes 
à 40°C a CAT-1 se mostrou com maior habilidade fermentativa do que a 
levedura já utilizada nesses processos. Além disso, um fator considerável 
foi que ao final da fermentação elas se mantiveram com uma ótima 
viabilidade, o que é bastante interessante, pois a morte de leveduras ao 
final do processo interfere nas características sensoriais do produto e 
dificulta o reciclo celular, sendo esse mais um ponto positivo à favor da 
utilização dessa levedura em processos industriais de produção de uísque. 
No entanto, ao passo que a CAT-1 possui essas características 
importantes para tal processo, a sua incapacidade de fermentar a 
maltotriose é um problema, visto que o substrato para essa produção é 
proveniente do amido, onde a quantidade de maltotriose é bastante 
representativa (DUVAL et al., 2010; AMORIM NETO et. al., 2009). 
Portanto, a otimização do metabolismo de maltotriose por essa levedura 
industrial é bastante importante para o desenvolvimento de processos com 
hidrolisados de amido onde ela seja empregada.  
Dados obtidos por ALVES-JR. (2010) e DUVAL e colaboradores 
(2010) demonstraram que a linhagem CAT-1 é incapaz de fermentar 
eficientemente a maltotriose, e que somente é capaz de consumi-la este 
açúcar, e produzir quantidades ínfimas de etanol, após uma extensiva fase 
lag (>100-120 h). Essa utilização tardia da maltotriose ocorre através da 
hidrólise extracelular liberando glicose e maltose, que são internalizadas 
pelos transportadores Hxtp e Malx2p, respectivamente. ALVES-JR. 
(2010) mostrou que a hidrólise extracelular ocorre pela ação da enzima 
codificada pela ORF YJL216C, que até então só havia sido predita como 
α-glicosidase. No entanto, TESTE et al., (2010) demonstraram que essa 
ORF, juntamente com mais quatro (YGR287c, YIL172c, YJL221c e 
YOL157c), fazem parte de uma família multigênica localizada em regiões 
teloméricas de diferentes cromossomos. Esses genes apresentam alta 
similaridade entre si (66-100%), e com os genes das maltases MALx2 (63-
74%), mas ao contrário das maltases que hidrolisam ligações α-1-4, as 
enzimas codificadas por esses genes hidrolisam preferencialmente 
ligações α-1-6. Esse fato confere a elas a habilidade de hidrolisar a 
isomaltose, o que foi decisivo para que os autores renomeassem esses 
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genes como IMAx (IMA1 ao IMA5) e, portanto, a enzima passou a ser 
denominada isomaltase.  
 
Figura 1.6 – Comparação do Loci MAl1 contendo o gene AGT1 de leveduras 
Saccharomyces sensu stricto. Genes em letra minúscula indica genes não 
funcionais. Genes entre parênteses indica expressão de uma proteína truncada. 
 
Fonte: VIDGREN et al., (2011). 
 
Embora essa hidrólise extracelular da maltotriose pela isomaltase 
tenha sido a única forma que a cepa CAT-1 conseguiu utilizar esse açúcar, 
tal utilização ocorreu de forma tardia e sem produzir quantidades 
consideráveis de etanol. Como ALVES-JR. e colaboradores (2008) 
demonstraram que, em Saccharomyces cerevisiae, a presença da 
permease Agt1p na membrana plasmática das células é indispensável para 
a rápida utilização da maltotriose e para a consequente fermentação desse 
açúcar, a ausência do gene AGT1 ou da falta de expressão do mesmo faz 
com que as células sejam incapazes de transportar esse açúcar através da 
membrana plasmática. Como já foi descrita a presença do gene AGT1 no 
cromossomo VII da levedura industrial CAT-1 (DUVAL et al., 2010), o 
fato de tal cepa não fermentar a maltotriose sugeria que a permease 
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provavelmente não era funcional. No entanto, a sequência da região 
codante (ORF) do gene AGT1 presente na CAT-1 (ALVES-Jr, 2010; 
BABRZADEH et al., 2012) revelou polimorfismos na permease Agt1p já 
encontradas em outras permeases Agt1p sequenciadas de linhagens 
industriais (SMIT et al., 2007; VIDGREN et al., 2005), e que codificam 
para uma proteína funcional com 616 aminoácidos. De fato, Godoy 
clonou a ORF do gene AGT1 da linhagem CAT-1, e a inseriu no 
plasmídeo pGRSd-AGT1, o qual possui um promotor constitutivo (PGPD). 
Esse plasmídeo foi inserido em leveduras de laboratório que não 
possuíam o gene AGT1 (agt1Δ) e que não eram capazes de utilizar 
maltotriose. As cepas transformadas com o plasmídeo passaram a 
consumir e fermentar a maltotriose, demonstrando que a não 
funcionalidade da permease Agt1p na linhagem industrial CAT-1 é 
decorrente de alterações na sua região promotora, e não na sequência do 
gene (GODOY 2013). GODOY (2013) clonou a ORF do gene AGT1 e a 
inseriu no plasmídeo pGRSd-AGT1, o qual possui um promotor 
constitutivo (PGPD). Esse plasmídeo foi inserido em leveduras de 
laboratório que não possuíam o gene AGT1 e nem eram capazes de utilizar 
maltotriose. Após ensaios de crescimento e fermentação as cepas 
modificadas com o plasmídeo passaram a consumir e fermentar a 
maltotriose. Por outro lado, a grande semelhança entre a região promotora 
das linhagens CAT-1 e A15 (Figura 1.7), com a presença de apenas 2 
sítios de ligação para o ativador MALx3 próximos ao gene AGT1, podem 
explicar a não funcionalidade desta permease nas linhagens industriais 
uma vez que Vidgren e colaboradores (2011) já demonstraram que a 
região promotora da linhagem A15 não é induzida por maltose. Desse 
modo, tal trabalho demonstrou que a não funcionalidade da permease 
Agt1p é decorrente de alterações na sua região promotora, decorrente da 
diminuição de um sítio de ligação do ativador MALx3 
À época, a linhagem CAT-1 sobre-expressando o gene AGT1 estava 
sendo utilizada para otimizar a fermentação da sacarose pela realocação 
da atividade da invertase nas células de levedura (BASSO et al., 2011; 
MULLER, 2013). Quando duas dessas cepas recombinantes foram 
analisadas mediante a utilização de maltotriose obtivemos um resultado 
bastante intrigante, visto que a cepa GMY08 (sobre-expressando o gene 
AGT1 e iSUC2, sem expressar o gene SUC2) estava apresentando melhor 
consumo de maltotriose do que a cepa GMY05 (sobre-expressando o gene 
AGT1 e expressando normalmente o gene SUC2). Esse dado nos levou a 
crer que a invertase intracelular sobre-expressa (codificada pelo gene 
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iSUC2) estava sendo responsável por otimizar a utilização de maltotriose 
pela cepa GMY08.  
 
Figura 1.7 – Comparação das regiões promotoras do gene AGT1 presente as 
linhagens A15 e CAT-1. 
 
 
Portanto, com o intuito de melhorar a compreensão do metabolismo 
de maltotriose em S. cerevisiae e a fermentação desse açúcar, resolvemos 
avaliar neste trabalho esse perfil de utilização de maltotriose curioso e 
inesperado ainda não descrito na literatura. 
 
1.3. Invertase 
A enzima invertase tem um papel fundamental no metabolismo de 
S. cerevisiae frente à produção de álcool combustível à partir da cana-de-
açúcar no Brasil. Hoje nosso país é o segundo maior produtor de álcool 
combustível do mundo e, também, o mais competitivo, com um mercado 
doméstico bem desenvolvido e cada vez mais estimulado pelas vendas 
crescentes de carros bicombustíveis. A produção de etanol combustível 
tem sido apoiada pelo desenvolvimento de novas variedades de cana, 
variáveis meteorológicas favoráveis, solos férteis e meteorologias 
agrícolas (LEITE et al., 2009). Para que esse processo aconteça é 
imprescindível que a levedura utilizada seja capaz de fermentar 
eficientemente a sacarose (uma molécula de glicose ligada a uma de 
frutose, através de uma ligação osídica α1-β2), visto que essa representa 
90% dos açucares presentes na cana-de-açúcar. A ligação osídica da 
sacarose permite que ela seja hidrolisada por duas enzimas: por α-D-
glicosidases, que reconhecem a ligação “Gli-α1”, e por β-D-frutosidases, 
que reconhecem a ligação “β2-Fru”. Isso confere duas rotas de utilização 
para a sacarose em S. cerevisiae. Uma delas é através da sua hidrólise no 
meio extracelular, pela ação da invertase (β-D-frutosidase) extracelular, 
gerando os monossacarídeos glicose e frutose que são internalizados por 
transportadores HXT. Outra forma de captação de sacarose é através do 
transporte direto do açúcar para o interior da célula através do co-
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transporte de prótons. Esse transporte é realizado com alta afinidade (Km 
7 mM) pela permease codificada pelo gene AGT1 e com baixa afinidade 
(Km >100 mM) pelos transportadores de maltose codificados pelos genes 
MALx1 da família MAL. Após a internalização a sacarose é hidrolisada 
pela invertase intracelular ou pela maltase (α-D-glicosidase) (BADOTTI; 
BATISTA; STAMBUK, 2006; BADOTTI et al., 2008; BARFORD; 
PHILLIPS; ORLOWSKI, 1992; BATISTA; MILETTI; STAMBUK, 
2004; MWESIGYE; BARFORD, 1996; ORLOWSKI; BARFORD, 
1991).   
A invertase (EC 3.2.1.26), pertence à família 32 glicosilhidrolase 
(GH32) e possui dois domínios distintos. O domínio N-terminal forma 
uma estrutura de hélice com cinco folhas beta (β hélice), onde encontram-
se os sítios de ligação ao substrato. Já o domínio C-terminal apresenta 
uma estrutura de sanduíche de folhas betas (β sanduíche), característico 
das enzimas pertencentes à família GH32 (HENRISSAT et al., 1995). 
Apesar da invertase de S. cerevisiae ter sido uma das primeiras 
enzimas estudadas na bioquímica, até recentemente sua estrutura ainda 
não tinha sido resolvida. SAINZ-POLO et al. (2013) publicaram a 
estrutura tridimensional da invertase da linhagem de S. cerevisiae S288C, 
onde é observada uma estrutura quaternária não usualmente encontrada 
em outras invertases. Os monômeros associam-se em dois tipos diferentes 
de dímeros que estão por sua vez unidas em um octâmero, melhor descrito 
como um tetrâmero de dímeros. A dimerização desempenha um papel 
determinante na especiﬁcidade do substrato, pois essa estrutura limita o 
acesso do dissacarídeo (sacarose), ou oligossacarídeos (inulina) curtos de 
até quatro unidades ao sítio ativo da enzima. A análise comparativa de 
enzimas de GH32 mostra que a formação da invertase em octâmeros 
ocorre através de uma extensão das folhas β que parece única para esta 
enzima. A interação entre dímeros é determinada por uma sequência curta 
de aminoácidos no início do domínio sanduíche β. Na estrutura 
tridimensional, representada na Figura 1.8, podemos observar a enzima 
invertase de S. cerevisiae S288c na conformação de octâmero, melhor 
denominada como tetrâmero de dímeros. 
A enzima invertase, como mencionado anteriormente, possui um 
papel importante no metabolismo de açúcares pelas leveduras e catalisa a 
hidrólise do dissacarídeo sacarose (produzindo monômeros de glicose e 
frutose) e do trissacarídeo raﬁnose (Galactose α-1,6 Glicose β-1,2 
Frutose), produzindo frutose e melibiose (GASCON; NEUMANN; 
LAMPEN, 1968; TAUSSIG; CARLSON, 1983). Embora as linhagens de 
leveduras possam conter qualquer número e combinação dos genes SUC, 
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a análise de leveduras isoladas em diferentes ambientes industriais 
revelou que S. cerevisiae apresenta alta atividade de invertase e também 
vários loci SUC no genoma quando isoladas de ambientes onde a sacarose 
é o principal açúcar a ser fermentado (como caldo de cana ou melaço). 
Isso inclui leveduras de paniﬁcação e as utilizadas na produção de bebidas 
destiladas. Por outro lado, é extremamente raro a detecção em linhagens 
utilizadas na produção de vinho amplificação dos genes SUC, pois a 
glicose e frutose são os principais açúcares a serem fermentados na 
produção dessa bebida (BIDENNE et al., 1992; DENAYROLLES et al., 
1997). 
 
Figura 1.8 – Estrutura tridimensional da enzima invertase de S. cerevisiae 
(SAINZ-POLO et al., 2013).  
 
Fonte: Protein Data Base 
 
Dados presentes na literatura sugerem uma alta amplificação gênica 
nos genes da família SUC em leveduras S. cerevisiae. O gene da β-
frutosidase SUC2 é, geralmente, o responsável pela síntese da invertase. 
Entretanto, existem diversos outros genes SUC descritos na literatura. 
Todos os genes da família SUC, com exceção do SUC2, estão localizados 
em regiões teloméricas de diferentes cromossomos: SUC1 está localizado 
no cromossomo VII, SUC3 no cromossomo II, SUC4 no cromossomo 
XIII, SUC5 no cromossomo IV, SUC7 no cromossomo VIII, SUC8, 
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localizado no cromossoma X, SUC9 no cromossoma XIV e SUC10 no 
cromossoma XVI ou XIII (CARLSON; BOTSTEIN, 1983; CARLSON; 
CELENZA; ENG, 1985; NAUMOV; NAUMOVA, 2010a, 2010b). As 
amplificações genicas nos genes SUC é resultado da recombinação de 
sequências teloméricas homólogas de vários cromossomos. Pelo fato do 
SUC2 estar localizado na parte terminal do cromossomo IX, porém, não 
na região telomérica, assume-se este gene como ancestral dessa família 
de genes. (CARLSON; BOTSTEIN, 1983; CARLSON; CELENZA; 
ENG, 1985).  
Durante a expressão do gene SUC2 são codiﬁcadas duas formas da 
invertase, uma extracelular e outra intracelular. A invertase extracelular é 
um homodíımero altamente glicosilado que é secretado para o espaço 
periplasmático da célula, onde ocorre a hidrólise extracelular da sacarose. 
A invertase intracelular também é um homodíımero, entretanto, não sofre 
glicosilação, pois permanece no citoplasma celular (GASCON; 
NEUMANN; LAMPEN, 1968; TRIMBLE; MALEY, 1977). Durante a 
síntese da invertase é que ocorre a diferenciação das suas duas formas 
devido à geração de dois tipos de mRNA (Figura 1.9), que diferem 
somente na sua região 5’. O transcrito maior, que codifica para a invertase 
extracelular, tem aproximadamente 1900 pares de base (pb) e uma 
sequência sinal (20 aminoácidos) que direciona a proteína que está sendo 
sintetizada para o sistema secretório. Esta sequência sinal não é 
encontrada no transcrito menor, de aproximadamente 1800 pb, que 
codiﬁca então para a invertase intracelular (CARLSON; BOTSTEIN, 
1982, 1983). Durante a secreção da invertase periplasmática o peptídeo 
sinal é retirado por proteólise e a proteína madura é glicosilada. Ambas 
possuem 532 aminoácidos, mas massas moleculares diferentes: próximo 
de 135 kDa para a forma intracelular e valores superiores a 270 kDa para 
a invertase extracelular, que pode formar complexos com mais de 800 
kDa. A diferença na massa molecular, entre as diferentes formas dessa 
enzima, se deve pela existência de glicosilações na forma extracelular, 
adicionadas durante o processo de síntese e secreção da proteína. Essa 
modiﬁcação não interfere na atividade de hidrólise da enzima, mas 
confere proteção contra a ação de proteases e contribui para a formação 
de complexos proteicos na forma de tetrâmeros, hexâmetros e até mesmo 
octâmeros da forma extracelular, garantindo a retenção dessa enzima no 
espaço periplasmático das células (ALVARADO et al., 1990; REDDY et 
al., 1988). 
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Figura 1.9 – Estrutura dos genes SUC e síntese da invertase intracelular e 
extracelular. 
 
Fonte: Dário (2012) 
 
Conforme descrito anteriormente, a invertase de S. cerevisiae tem 
um papel muito importante na produção de álcool combustível, visto que 
é responsável pela hidrólise da sacarose presente no processo de produção 
desse. Também, tem sua importância na panificação, seja pela utilização 
de receitas com adição de sacarose ou seja pelo pré-crescimento do 
fermento, que é realizado com melaço. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
Avaliar a fermentação de maltotriose por leveduras 
Saccharomyces cerevisiae recombinantes e a possível hidrólise da 
maltotriose pela invertase intracelular.  
 
2.2. Objetivos específicos 
 Analisar a utilização de maltotriose por leveduras 
recombinantes: avaliar a utilização de maltotriose (consumo e 
produção de etanol) em cepas geneticamente modificadas, e 
comparar com a linhagem parental.  
 
 Analisar a atividade das enzimas e transportadores 
envolvidos na metabolização de maltotriose: purificar e 
analisar cineticamente as enzimas envolvidas na fermentação da 
maltotriose pela linhagem CAT-1 geneticamente modificada. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Meios de cultivo e condições de crescimento 
Para o cultivo das linhagens de leveduras foi utilizado meio rico 
(YP) composto de 10 g/L de extrato de levedura (Fluka), 20 g/L de 
peptona bacteriológica (Fluka) e suplementado com diferentes fontes de 
carbono, como glicose ou maltotriose. O pH do meio foi ajustado para 5,0 
com a adição de ácido clorídrico. Para avaliação do crescimento celular 
foram utilizadas concentrações de 20 g/L de maltotriose (Sigma. 
Alternativamente, para a produção de extrato celular a partir de células 
reprimidas pela glicose foi utilizada a concentração de 40 g/L de glicose, 
e as células coletadas no meio da fase exponencial do crescimento (com 
20 g/L de glicose presente no meio). Para a preparação de meio sólido foi 
adicionado 20 g/L de Bacto-agar (Fluka) antes da esterilização do meio. 
O armazenamento das leveduras foi realizado em meio YP-ágar com 20 
g/L de glicose (Vetec) em tubos inclinados e armazenados a 4◦C por até 
quatro meses.  
 
3.2 Linhagens e iniciadores 
A linhagem parental utilizada neste trabalho foi a CAT-1 (Tabela 1), 
isolada da Usina VO Catanduva/SP em 1998/1999 (BASSO et al., 2008), 
e as leveduras recombinantes foram a GMY05 e GMY08 (MULLER, 
2013). Os iniciadores utilizados neste trabalho estão descritos na Tabela 
1. 
 
Tabela 1 – Linhagens de S. cerevisiae utilizadas nesse trabalho. 
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Tabela 2 – Iniciadores utilizados neste trabalho 
 
 
3.3 Análise da expressão gênica por PCR em tempo real 
Para a análise da expressão dos genes AGT1, SUC2, MALx1, MALx2, 
MALx3 e IMA5, as células foram coletadas, centrifugadas (7.000 g, 4 min) 
e em seguida realizada a extração do RNA total utilizando o RNeasy Mini 
Kit (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. Em seguida, 0,5 
μg de RNA total foram utilizados para a síntese de cDNA com o 
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen), conforme instruções do 
fabricante. Para realização do PCR em tempo real, foi utilizado o 
QuantiFast Sybr Green PCR Kit (Qiagen). As reações de 20 μL 
continham 10 μL de SYBR Green qPCR Mix 1x e o volume restante 
continha o cDNA para cada amostra e os iniciadores. Os oligonucleotdeos 
específicos para cada gene utilizado nessas reações estão descritos na 
Tabela 3. Para a reação de amplificação, a concentração de 
oligonucleotídeos foi 0,3 μM. Também foram calculadas as eficiências de 
amplificação dos pares de oligonucleotídeos através da amplificação de 
uma curva padrão de cDNA com cinco pontos (400 ng; 200 ng; 100 ng; 
50 ng e 25 ng) para cada par de oligonucleotídeo. Assim, a concentração 
de cDNA estipulada para as reações foi de 100 ng.  
As reações de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento 
Rotor-Gene Q (Qiagen), e a ciclagem ocorreu em duas etapas: 40 ciclos 
de 5 segundos de desnaturação a 95 ◦C e 10 segundos de anelamento dos 
iniciadores e extensão. Ao final da última etapa de cada ciclo ocorreu a 
aquisição de fluorescência. Os dados gerados a partir dessas reações 
foram analisados a partir do software próprio do equipamento. Em cada 
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ensaio, foi gerada uma curva de dissociação (ou curva de melting) para 
confirmar a amplificação de apenas um produto.   
Para análise da expressão relativa, foram subtraídos dos valores de 
Cts (Tempo de Ciclagem) do gene de interesse dos valores de Cts do gene 
constitutivo de cada amostra. Desse valor gerado, foi subtraído o valor 
médio do controle para cada amostra, incluindo o próprio controle. 
Finalmente, cada valor gerado serviu como um expoente negativo de base 
2. A fórmula do método comparativo ∆∆CT, 2−∆∆CT, foi proposta por 
SCHMITTGEN e LIVAK (2008), e foi utilizada para realizar os cálculos 
da expressão relativa neste trabalho (Equação 3.1). 
 
 
 
O gene normalizador utilizado em nossas reações foi o ACT1, 
responsável pela síntese de β-actina e expresso constitutivamente em 
leveduras S. cerevisiae. Já a expressão dos genes SUC2, AGT1, MALx1, 
MALx2, MALx3 e IMA5 na linhagem industrial CAT-1 foram utilizados 
como calibrador para o cálculo da expressão relativa. 
 
3.4 Cultivos Celulares 
 
3.4.1 Pré-cultivos 
Os pré-cultivos das leveduras foram realizados em 4 mL de meio 
rico YP acrescidos 20 g/L de glicose e incubados a 28◦C, por 48 horas a 
160 rpm. Para determinação da massa seca de leveduras, foi utilizada a 
equação 3.2. Primeiramente foi medida a densidade óptica da amostra em 
comprimento de onda de 570 nm, devendo a leitura da absorbância ﬁcar 
entre 0,030 a 0,300. Ao valor da absorbância mensurada, multiplicou-se 
o Fator de Conversão 0,27 para a determinação da concentração celular. 
Esse valor foi obtido pela razão entre a massa seca de células e a 
absorbância da cultura. 
 
 
46 
 
 
 
3.4.2 Crescimento em frasco agitado 
A partir da pré-cultura descrita anteriormente, foi adicionado 1/100 
do volume de células em relação ao volume de meio rico YP contendo 20 
g/L de maltotriose. As células foram crescidas sob agitação constante de 
160 rpm, a 28◦C. As amostras foram retiradas em intervalos de tempo no 
intuito de coletar o maior número de pontos dentro da fase exponencial 
de crescimento celular. A partir dessas amostras, foi realizada a leitura da 
absorbância em 570 nm e alíquotas de 500 µL foram centrifugadas (5.000 
g, 4 min), o sobrenadante coletado e estocado a 20◦C (freezer) para 
posterior análise dos açúcares e etanol.  
Para os ensaios de transporte de substratos e fermentação em 
batelada simples com frascos agitados foi necessário concentrar as células 
até 20 g/L. Para isso, as células foram coletadas no início da fase 
exponencial, com uma concentração de 1-1,5 g/L, centrifugadas (6000 
rpm, 5 minutos) para a retirada do meio de cultura, e lavadas com água 
destilada gelada. O processo de lavagem foi repetido três vezes. Levando 
em consideração a concentração celular na hora da coleta das células e o 
volume de cultivo, pode-se calcular a quantidade de água necessária para 
que a suspensão celular ﬁque numa concentracao de 20 g/L. 
 
3.5 Determinações Bioquímicas 
A quantificação de maltotriose e etanol foram realizadas por 
cromatograﬁa líquida de alta pressão (HPLC, Jasco X-LC) com detector 
de índice de refracção (RI 2031 plus, Jasco) e coluna para ácidos 
orgânicos HyperREZ XP Organic Acid Column (Thermo Scientiﬁc). A 
fase móvel utilizada foi 5 mM de ácido sulfúrico, a 20◦C, com um ﬂuxo 
de 0,3 mL/min. 
 
3.6 Determinação da atividade de transporte de pNFαG 
A atividade de transporte nas linhagens analisadas foi determinada 
utilizando células intactas conforme o método colorimétrico proposto por 
HOLLATZ E STAMBUK (2001). O princípio do método baseia-se na 
utilização do p-nitrofenil-α-D-glucopiranosídeo, substrato sintético 
estruturalmente análogo à maltose, para avaliar a capacidade das 
leveduras em transportar α-glucosídeos. Em S. cerevisiae, esse substrato 
é transportado com alta aﬁnidade pelo transportador Agt1p, e a seguir é 
hidrolisado por α-glicosidases. A liberação do p-nitrofenol, composto 
químico de cor amarela, permite estimar a atividade de transporte, através 
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da intensidade de cor medida em espectrofotômetro. Partindo de 
suspensões celulares (20 g/L), 100 µL foram transferidos para 02 tubos e 
fervidos a 100◦C, a ﬁm de preparar os controles negativos. Outros 100 µL 
foram adicionados juntamente com 100 µL de pNFαG (tampão MOPS-
NaOH pH 6,8) durante 5 ou 10 min a temperatura ambiente, dependendo 
se a linhagem possui ou não, respectivamente, a permease Agt1p no 
genoma. As reações foram interrompidas através da adição de 1 mL de 2 
M de bicarbonato de sódio. As amostras foram centrifugadas a 12.000 
rpm por 3 min e o p-nitrofenol liberado foi medido por absorbância a 400 
nm utilizando 800 µL do sobrenadante. Todas as análises foram feitas em 
triplicatas e os controles negativos com células fervidas, em duplicata. As 
atividades de transporte foram expressas em nmoles de p-nitrofenol 
liberado por mg de células (massa seca) por min. 
 
3.7 Purificação da Enzima Invertase 
 
3.7.1 Obtenção do Extrato Celular 
Para a obtenção do extrato celular de células reprimidas por glicose, 
as células foram crescidas meio rico YP contendo 40 g/L de glicose. O 
crescimento foi mantido sob agitação constante de 160rpm, a 28◦C. Após 
9 horas, aproximadamente, quando a concentração de açúcar no meio 
estava em 20 g/L de glicose, as células foram coletadas em tubos Falcon 
de 50 mL e centrifugadas a 3.000g por 5 minutos. Após isso elas foram 
lavadas 3 vezes com água destilada à 4 °C. Depois foram lavadas com 
tampão A (100 mM MOPS-NaOH pH 6,8), mas dessa vez centrifugadas 
à 5.000 g por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 
ao Falcon 10 mL de tampão B (20% glicerol, 1mM EDTA, 1mM DTT e 
tampão A) e aproximadamente 5 mL de bolinhas de vidro tratadas com 
ácido (Sigma, 425-600 µm). O Falcon foi vortexado por 1 minuto e ficou 
no gelo por 1 minuto, de modo que esse processo se repetiu por 5 vezes. 
Com esse processo concluído as células foram centrifugadas à 5.000 g por 
3 minutos e o sobrenadante (extrato) foi coletado com uma pipeta e 
armazenado em Falcons de 15 mL no freezer à -20 °C. 
 
3.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiência 
A coluna de troca iônica usada neste processo foi a Resource Q (GE 
Healthcare) de 1 mL, ligada a um equipamento AktaPrime Plus (GE 
Healthcare). A coluna foi equilibrada em tampão A (10 mM Tris-HCl, pH 
8), e após injeção da amostra, a coluna foi lavada com 5 vezes o seu 
volume com tampão A para que as proteínas que não se ligaram sejam 
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eluídas. A seguir iniciamos a passagem do Tampão B (10 mM Tris-HCl 
contendo 1M NaCl, pH 8) com um gradiente linear de 30% a 80%. Depois 
o gradiente foi elevado a 100%, e passados 5 volumes da coluna. Todas 
as soluções usadas nesse processo foram desgaseificadas e filtradas em 
filtro milipore de 0,22 µm (o extrato celular foi somente filtrado). As 
amostras coletadas foram de 0,5 mL e, então, submetidas às analises 
bioquímicas. O processo de purificação foi avaliado mediante análises de 
atividade das frações sobre substratos específicos, assim como por SDS-
Page e espectrometria de massas. 
 
3.8 Quantificação de Proteínas 
A concentração de proteína foi determinada de acordo com o método 
de Bradford (1976), utilizando a ovo albumina como padrão. 
 
3.9 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Contendo SDS (lauril 
sulfato de sódio) 
As proteínas foram separadas por eletroforese em gel de 
poliacrilamida (Page) contendo SDS (LAEMMLI, 1970). Foram 
utilizadas placas de vidro de tamanho 8 x 10 cm e espaçadores de 1,0 mm. 
O gel de separação de 10% acrilamida foi preparado misturando-se 3,34 
mL de solução acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), 4,01 mL de água 
destilada, 2,5 mL de tampão 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8, 0,1 mL de 10% 
SDS, 0,05 mL de 10 % persulfato de amônio, e 0,005 mL de TEMED, 
perfazendo um volume final de 10,005 mL. O gel de aplicação 
(“stacking”) foi preparado misturando-se 2,1 mL de água destilada, 0,5 
mL de acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), 0,38 mL de tampão 1,0 M 
Tris/HCl pH 6,8, 0,05 mL de 10% SDS, 0,025 mL de 10% persulfato de 
amônio, e 0,005 mL de TEMED, perfazendo um volume final de 3,06 
mL. O tampão de corrida utilizado na cuba de eletroforese foi o tampão 
25 mM Tris, 192 mM glicina e 0,1% SDS, pH 8,3. 
As amostras foram dissolvidas em tampão de amostra (0,5 M 
Tris/HCl pH 6,8 contendo 10% glicerol, 10% SDS, e 1% de azul de 
bromofenol). A eletroforese foi processada a uma voltagem constante de 
150 V durante aproximadamente 1 hora. Após a corrida, o gel foi corado 
com Coomasie blue R ou nitrato de prata. O marcador de peso molecular 
utilizado foi o BenchMark Prestained (Novex) composto por 10 proteínas 
com pesos moleculares variando de 6 kDa à 180 KDa. 
 
3.10 Coloração com Coomasie Blue R-250 
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Após SDS-Page o gel foi colocado numa solução fixadora contendo 
30% de etanol e 10% de ácido acético (v/v) e mantidos sob agitação por 
30 min. Em seguida a solução fixadora foi trocada pela solução de 
coomassie 0,025% (m/v), e o gel ficou overnight para obter coloração. 
Decorrido este tempo, a solução de corante foi retirada do recipiente 
contendo o gel e o excesso de coomassie foi eliminado através de diversas 
incubações em solução descorante (20% etanol e 5% ácido acético (v/v)). 
Após o término do procedimento, o gel permaneceu numa solução 
preparada com 5% de ácido acético (v/v) para preservar o gel. 
 
3.11 Coloração com Nitrato de Prata 
As proteínas presentes nos géis foram reveladas por precipitação 
com nitrato de prata (BLUM et al., 1987). Os géis foram fixados em 50% 
de metanol contendo 5% de ácido acético por 20 min. Após a fixação, os 
géis foram incubados em 5% de metanol por 10 min. Em seguida foram 
lavados em água ultrapura. Após esse período os géis foram 
sensibilizados com 0,02% de tiossulfato de sódio por 1 min, lavados com 
água ultrapura por 1 min, e incubados com 2 g/L de AgNO3 por 20 min. 
A seguir os géis foram lavados com água ultrapura por 1 min, e a 
revelação realizada com 2% carbonato de sódio contendo 0,4% de 
formaldeído 37%, e parada com 5% ácido acético por 20 min. Os géis 
foram armazenados em 2% ácido acético. 
 
3.12 Ensaios enzimáticos 
A hidrólise de 100 mM de maltotriose, maltose, sacarose ou rafinose, 
ou ainda 2 mM de pNFαG, foi avaliada utilizando-se células 
permeabilizadas (STAMBUK 1999), extratos celulares, frações das 
cromatografias, ou ainda frações do gel de poliacrilamida, utilizando-se 
tampão 100 mM Mops-NaOH, pH 6,8, ou alternativamente tampão 0,5 M 
Succinato-Tris, pH 5,0. As reações foram incubadas à 30°C por 15-60 
minutos e, após decorrido esse tempo, foram fervidas a 100°C para 
inativar as enzimas. A seguir foram quantificados os produtos formados 
(glicose, frutose, melibiose ou p-nitrofenol). Para o ensaio de inativação 
térmica a solução contendo atividade enzimática foi incubada em banho 
maria à 44°C durante 60 minutos, sendo que a cada 10 minutos foram 
retiradas alíquotas, que ficavam armazenas no gelo até ser avaliada a 
hidrólise dos diferentes substratos. Para a determinação dos parâmetros 
cinéticos foi determinada a Vo (velocidade inicial) de hidrólise 
utilizando-se 10 diferentes concentrações de substrato, e plotadas no 
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gráfico de Michaelis-Menten ou no gráfico duplo-reciproco de 
Lineweaver-Burk. 
 
3.13 Ensaio de hidrólise de substratos no gel de poliacrilamida 
O ensaio em gel de poliacrilamida usando o TTC (Triphenyl 
Tetrazolium Chloride) permite a visualização de bandas vermelhas 
quando há presença de açúcares redutores na mesma. Após o término da 
corrida do gel esse foi transferido para um recipiente com 50 ml de 2,5% 
Triton X-100, e incubado à temperatura ambiente por 30 min. A seguir o 
gel foi transferido para outro recipiente contendo o substrato (0,5 M de 
sacarose ou rafinose em 100 mM de fosfato de sódio, pH 6,0) e incubado 
por 15 minutos a 30°C. Após a incubação o gel foi transferido para uma 
solução de 0,5 M de NaOH contendo 0,05% de TTC, e revelado em banho 
maria à 90°C (GABRIEL, 1971). Alternativamente, após a corrida do gel 
cada raia foi cortada em 12 pedaços de 0,5 mm, e cada pedaço de gel foi 
incubado em 50 µl de Mops-NaOH pH 6,8 a 30°C por 15 min na presença 
dos substratos de interesse, para posterior dosagens dos produtos 
formados. 
 
3.14 Quantificação de glicose 
A concentração de glicose foi determinada através de kit enzimático 
comercial (GLICOSE PAP Liquiform - Labtest Diagnóstica S.A). O 
princípio do método consiste na oxidação da glicose pela enzima glicose 
oxidase (GOD), produzindo ácido glicônico e peróxido de hidrogênio. 
Em seguida, a enzima peroxidase (POD) catalisa a reação entre o 
peróxido de hidrogênio, a 4-aminoantipirina e o fenol, formando a 
quinonimina, que é um complexo químico de cor vermelha. A intensidade 
de cor, medida numa Leitora Multifuncional (TECAN, modelo M200) 
com comprimento de onda de 505 nm, é proporcional à concentração de 
glicose nas amostras. 
 
3.15 Quantificação de açúcar redutor 
A concentração de açúcar redutor (frutose ou melibiose) foi 
determinada quimicamente utilizando um protocolo adaptado de Miller 
(1959). O princípio do método consiste na reação dos açúcares redutores 
com o ácido dinitrosalicílico em meio alcalino para formar um complexo 
de cor púrpura-carmin. A intensidade de cor formada foi determinada 
numa Leitora Multifuncional (TECAN) no comprimento de onda de 540 
nm. 
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3.16 Espectrometria de Massa (MALDI-TOF) 
Amostras de proteína foram tiradas de um gel corado com Coomasie 
blue, as bandas foram descoradas com uma solução contendo 50% de 
acetonitrila em 25 mM de bicarbonato de amônio e foram desidratadas 
com acetonitrila pura e secas em vácuo. Em seguida, fez-se a digestão 
com tripsina a uma concentração final de 10 µg/mL em 25 mM de 
bicarbonato de amônio pH 8.0, incubando no escuro a 37 °C durante 12 
horas. Para a extração dos polipeptídios usou-se uma solução contendo 
50% de acetonitrila e 5% TFA (ácido trifluoroácetico). A matriz utilizada 
foi de α-ciano (10 mg de ácido α-ciano- 4-hidrocinâmico em 10 mL de 
1:1 acetonitrila 5% com 3% TFA) e, juntamente com uma solução padrão 
de peptídeo, foi colocada (1 µL de cada) em uma placa de platinum. Após 
as amostras secarem completamente foi adicionado 2 μL de TFA 0,1% 
para ressuspender os peptídeos. As amostras foram encaminhadas ao 
espectrômetro de massa MALDI autoflex III smartbeam (Bruker) e os 
espectros de massa foram coletados na faixa de massas de 600 a 3000 
m/z. Esses espectros foram analisados com o softwere MASCOT qie os 
confronta com o banco de dados NCBI (National Center for 
Biotechnology Information). 
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4. Resultados e Discussão 
 
4.1 Utilização de maltotriose pela levedura industrial CAT-1 
Conforme descrito na introdução deste trabalho, o perfil de 
utilização de maltotriose observado em cepas recombinantes sobre-
expressando o gene AGT1, que estavam sendo utilizadas pelo nosso grupo 
de pesquisa (BASSO et al., 2011; MULLER, 2013), foi bastante curioso 
e inesperado. Como forma inicial no processo de investigação da possível 
atividade da invertase intracelular sobre a maltotriose realizamos um 
crescimento celular com o intuito de avaliar o perfil de utilização de 
maltotriose pelas cepas recombinantes e comparar com a cepa parental.  
Como já observado em trabalhos anteriores, a cepa CAT-1 não foi 
capaz de crescer utilizando como fonte de carbono a maltotriose, visto 
que é possível observar na Figura 4.1 que não há produção de biomassa 
e nem consumo de maltotriose por essa levedura durante as primeiras 
~120 h de cultivo. No entanto, quando observamos o padrão de 
crescimento e consumo de maltotriose pela linhagem geneticamente 
modificada GMY05 verifica-se que embora ela consiga consumir a 
maltotriose e gerar biomassa, isso não ocorre de forma eficiente, visto 
que mesmo depois de 120 horas de crescimento a maltotriose não foi 
totalmente consumida. Quando analisamos a produção de álcool 
verificamos que a linhagem GMY05 não o produziu, o que indica que a 
utilização da maltotriose, por ter ocorrido lentamente, direcionou a 
glicose originada para a via respiratória. Portanto, este resultado 
indicava que no caso da linhagem industrial CAT-1 a sobre-expressão 
da permeasse Agt1 melhorava o consumo do açúcar, mas não permitiu a 
eficiente fermentação deste α–glicosídeo. 
De qualquer forma, ao determinar a atividade de transporte de 
pNFαG, um substrato específico para a permeasse AGT1 (HOLLATZ e 
STAMBUK, 2001), verificamos (Figura 4.2) que de fato a linhagem 
CAT-1 não transporta este substrato (atividade <0,2 nmoles/min.mg 
célula), enquanto que a linhagem GMY05 apresentou uma atividade 
aproximadamente 10 vezes maior de transporte de pNFαG (atividade ~2,5 
nmoles/min.mg célula), confirmando a correta sobre-expressão do 
transportador AGT1 na linhagem geneticamente modificada. 
Como pode ser observado na Figura 4.1, inesperadamente a 
linhagem GMY08 foi capaz de consumir e fermentar a maltotriose mais 
eficientemente do que a linhagem GMY05. Esse resultado é bastante 
intrigante, visto que a única diferença entre a cepa GMY05 (que utiliza 
lentamente a maltotriose) e GMY08 (que utilizada rapidamente a 
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maltotriose) é a presença do gene iSUC2 sobre-expresso nas células de 
levedura. Como forma de elucidar tal fato resolvemos avaliar se esta 
enzima é capaz de hidrolisar a maltotriose, o que seria muito curioso, visto 
que a invertase é conhecida como uma enzima com atividade 
β-frutosidase, e não uma α–glicosidase capaz de hidrolisar, por exemplo, 
a maltotriose (e maltose, sacarose, etc.), como é o caso das enzimas 
codificadas pelos genes MALx2. 
 
Figura 4.1 – Crescimento celular e consumo de maltotriose (painel esquerdo) e 
produção de etanol (painel direito) pelas linhagens CAT-1, GMY05 e GMY08.  
 
 
Figura 4.2 – Transporte de pNFαG pelas linhagens CAT-1, GMY05 e GMY08 
crescidas em meio rico YP contendo 2% de maltose. 
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4.2 Hidrólise de di- e oligossacarídeos pela linhagem industrial 
GMY08 
A linhagem GMY08 possui tanto o gene AGT1 quanto o gene iSUC2 sob 
controle de promotores constitutivos (GPD e ADH1, respectivamente), 
que devem expressar os respectivos RNAm mesmo quando as células 
estão crescendo em glicose (células reprimidas pela glicose). Por outro 
lado, as α-glicosidases codificadas pelos genes MALx2, que podem 
hidrolisar a maltotriose e outros α–glucosídeos (incluindo a sacarose), são 
enzimas normalmente reprimidas pela glicose (NEEDLEMAN, 1991). 
Assim, como forma de inibir a expressão desses genes, crescemos as 
células em meio rico YP suplementado com 4% de glicose, e as células 
foram coletadas no início da fase exponencial, momento em que a 
concentração de glicose ainda era alta (~2%). Estas células tiveram seu 
RNA purificado e utilizado para a determinação da expressão dos genes 
AGT1, SUC2, MALx1, MALx2, MALx3 e IMA5 através de qPCR. Como 
pode ser observado na Figura 4.3, enquanto que o gene AGT1 é expresso 
nas linhagens GMY05 e GMY08 mesmo após crescimento em 4% 
glicose, este gene não é expresso na linhagem CAT-1 nestas condições, 
confirmando a modificação genética no promotor deste transportador que 
permite a sobre-expressão da permease AGT1. Curiosamente a expressão 
do gene AGT1 na linhagem GMY08 é maior do que na linhagem GMY05, 
o que é também observado ao analisarmos a atividade de transporte de 
pNFαG (Figura 4.2 acima) por estas duas linhagens. Como seria também 
esperado para a expressão da invertase, uma enzima reprimida pela 
glicose, nossos resultados confirmam a ausência da expressão do gene 
SUC2 nas linhagens CAT-1 e GMY05 após o crescimento em 4% glicose, 
enquanto que este gene foi sobre-expresso na linhagem GMY08 graças a 
modificação genética no seu promotor.  
A Figura 4.3 mostra também que nas condições de crescimento 
utilizadas a expressão dos genes MAL (MALx1, MALx2 e MALx3) foi 
reprimida pela presença de glicose. Em relação ao gene IMA5 podemos 
observar a sua baixa expressão, mesmo a glicose não atuando como 
repressora direta desse genes, pois eles não possuem sítios de ligação 
para a Mig1p na sua região promotora. Mas, ao mesmo tempo que não 
são reprimidos diretamente pela presença de glicose, esses genes são 
ativados pelo regulador Malx3p. Portanto, como essa proteína 
reguladora é reprimida na presença de glicose, o que podemos ver na 
Figura 4.3, a expressão dos genes IMA5 não acontece de forma efetiva 
(TESTE et al., 2010). 
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Figura 4.3 – Expressão relativa dos genes SUC2, AGT1, MALx1, MALx2, MALx3 
e IMA5, através de RT-PCR, nas linhagens indicadas após crescimento em meio 
rico YP contendo 4% de glicose.  
 
 
Os resultados de expressão genica mostrados na Figura 4.3 indicam 
que após crescimento em 4% glicose a única enzima envolvida na 
hidrólise de di- ou oligossacarídeos que está sendo sobre-expressa nas 
células é a forma intracelular da invertase (iSUC2). Assim, decidimos 
avaliar a capacidade destas células de hidrolisar a maltotriose, sacarose e 
maltose (Figura 4.4) utilizando células permeabilizadas e dois pHs 
diferentes (pH 5 e pH 6,8). 
Os resultados mostrados na Figura 4.4 de fato sugerem que a 
invertase intracelular poderia estar hidrolisando a maltotriose. A levedura 
CAT-1 e GMY05, que não possuem a invertase intracelular sobre-
expressa, apresentaram basicamente o mesmo perfil de atividade sobre a 
sacarose, e foram incapazes de hidrolisar maltose ou maltotriose. Já a 
cepa GMY08, que possui a invertase intracelular sobre-expressa 
(atividade >4000-5000 nmoles/min.mg célula), apresentou uma 
considerável hidrólise de maltotriose (atividade 150-250 nmoles/min.mg 
célula), mas não do outro α-glicosídeo, a maltose, o que provavelmente 
reflete a ausência de maltase. Portanto, esse resultado nos dá grandes 
indícios que a maltotriose está sendo hidrolisada pela invertase 
intracelular (iSUC2).  
 
57 
 
Figura 4.4 – Atividade de hidrólise em pH 5,0 e pH 6,8 de sacarose, maltose ou 
maltotriose, pelas células permeabilizadas das linhagens CAT-1, GMY05 e 
GMY08, pré-crescidas em meio rico YP contendo 4% glicose. 
 
  
 
Nesse mesmo experimento avaliamos a influência do pH na 
hidrólise dos açucares, e observamos que o pH com maior atividade 
enzimática tanto para sacarose como para maltotriose foi o pH 6,8. 
Embora GASCÓN et al (1968) já tenha demonstrado que o pH ótimo da 
atividade enzimática da invertase (tanto extracelular como intracelular) é 
o pH 4,5, nesse mesmo trabalho eles demonstraram que a invertase 
intracelular após 15 minutos sob o pH 5,0 perde em torno de 20% da sua 
atividade, ao passo que mesmo após 120 minutos sob pH entre 6 e 7 não 
há perda de atividade. Portanto, resolvemos realizar os ensaios 
subsequentes no pH 6,8 de modo a obter melhores resultados de atividade 
e manter a enzima estável por mais tempo. 
É importante salientar que os resultados acima, obtidos com a 
linhagem industrial GMY08 que sobre-expressa a invertase intracelular, 
foram também reproduzidos com uma outra linhagem de laboratório 
(BSY21-34B) que também sobre-expressa a forma intracelular da 
invertase (alelo iSUC2). Quando esta linhagem de laboratório foi crescida 
em meio rico YP contendo 4% glicose, as células permeabilizadas 
apresentaram alta atividade de hidrólise de sacarose e maltotriose, mas 
não de maltose (dados não mostrados), indicando que o fenótipo 
observado não é uma particularidade da linhagem industrial, mas 
provavelmente uma caraterística da forma intracelular da invertase. 
Como obtivemos fortes indícios de atividade de hidrólise da 
maltotriose pela invertase intracelular, resolvemos purificar parcialmente 
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esta enzima, a fim de confirmar se a hidrolise de maltotriose co-purificava 
com a atividade invertase intracelular. Por outro lado, decidimos ampliar 
também os substratos a serem testados, e além da maltose e maltotriose, 
incluir o pNFαG (específico para maltases e α-glicosidases). Da mesma 
forma, além da sacarose, incluímos o trissacarídeo rafinose [Gal(α1-
6)Gli(α1-2β)Fru] que só pode ser hidrolisado por β-frutosidases, 
produzindo frutose e melibiose [Gal(α1-6)Gli], ou por α-galactosidases 
(ou melibiases), produzindo galactose e sacarose. Para descartar a 
possível concomitante hidrólise da rafinose por uma α-galactosidase e 
uma β-frutosidase, foi determinada a produção de glicose a partir da 
rafinose, utilizando-se um kit enzimático específico para glicose. A 
ausência de produção de glicose a partir da rafinose pela linhagem 
GMY08 confirmou que esta levedura, como típica S. cerevisiae, não 
possui atividade melibiase (YOON et al., 2003), enquanto que esta 
enzima é facilmente encontrada em outras leveduras Saccharomyces, 
como S. bayanus, ou os híbridos S. pastorianus (TURAKAINEN et al., 
1993). 
Extratos celulares de células crescidas em meio rico YP contendo 
4% glicose foram aplicados numa coluna de troca iônica Resource Q que 
possui partículas porosas de resina polimérica, que consiste em partículas 
rígidas do copolímero de poliestireno-divinilbenzeno, cuja superfície e 
poros contém os grupos trocadores de íons, que no caso dessa coluna são 
provenientes da aminação dessa resina (-NH3+). O ponto isoelétrico da 
invertase é 4,36 e quando esta enzima está em pH alcalino, como o dos 
tampões utilizados na cromatografia (pH 8,0), ela torna-se um ânion, de 
modo que assim interage com os trocadores de íons da resina. Ao passo 
que o tampão B (solução salina), ao ser aplicado na coluna com um 
gradiente crescente de concentração, elui as proteínas no sentido das 
menos aniônicas para as mais aniônicas. Na figura 4.5 é mostrado o perfil 
de eluição de proteínas da cromatografia, e as frações contendo a 
atividade invertase encontram-se mais detalhadas na Figura 4.6. 
Na figura 4.6 podemos observar a presença de maior atividade de 
hidrólise dos substratos sacarose, maltotriose e rafinose na fração 30, 
correspondente à que aparece na Figura 4.5 acima com a indicação de 
“pico de atividade”. A hidrólise dos 3 substratos coincide na mesma 
fração, indicando que provavelmente seja a mesma proteína (enzima) que 
apresenta a capacidade de hidrolisar tanto a maltotriose, como a sacarose 
e rafinose. É importante salientar que em nenhuma fração foi observada 
atividade de hidrólise de maltose e pNFαG (Figura 4.6), confirmando a 
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ausência de atividade α-glicosidase nas células da linhagem GMY08 
crescidas em condições de repressão pela glicose. 
 
Figura 4.5 – Cromatografia de troca iônica aniônica Resource Q do extrato celular 
da linhagem GMY08 crescida em meio YP-4% glicose. A linha verde mostra o 
gradiente de concentração do tampão B, que foi de 30% a 80%.  
 
 
 
A seguir utilizamos a fração com maior atividade enzimática para 
avaliar a pureza da amostra através de SDS-PAGE e coração com nitrato 
de prata. Podemos observar na Figura 4.7-A que tal fração apresenta uma 
banda mais intensa com um tamanho de aproximadamente 64 kDa, 
tamanho próximo ao descrito para a invertase (60 kDa). No entanto, há 
outras proteínas de tamanhos menores na amostra, indicando que a 
invertase não está pura na fração analisada. A seguir pegamos amostras 
da mesma fração e corremos um SDS-PAGE, mas dessa vez ao invés de 
corarmos com nitrato de prata foi realizamos um ensaio em gel de 
hidrólise dos substratos sacarose e rafinose. A maltotriose não foi usada 
por ser um açúcar redutor e o TTC, responsável por emitir a cor vermelha, 
reage exatamente com substâncias redutoras, de modo que todo o gel 
ficaria vermelho com esse substrato. A sacarose e a rafinose quando 
hidrolisadas pela invertase liberam açúcares redutores. Como é possível 
observar nas Figuras 4.7-B e 4.7-C), para cada substrato ocorre a presença 
de uma banda vermelha do mesmo tamanho da observada no gel corado 
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com nitrato de prata, confirmando que aquela banda é provavelmente a 
nossa proteína de interesse. 
 
 Figura 4.6 – Atividade de hidrólise dos açúcares indicados pelas proteínas 
encontradas nas diferentes frações cromatográficas. 
 
 
Figura 4.7 – Análise da fração cromatográfica com maior atividade enzimática. 
Em A temos a fração corada com nitrato de prata após SDS-PAGE. Em B e C as 
bandas vermelhas, coradas com TTC, correspondem ao produto de hidrólise da 
sacarose e rafinose, respectivamente. Em D temos o gráfico de atividade de 
hidrólise das diferentes frações do gel (após SDS-PAGE) sobre os substratos 
indicados. 
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No intuito de avaliar no gel quais proteínas poderiam estar sendo as 
responsáveis pela hidrólise da maltotriose na fração cromatográfica em 
analise, a raia do gel após SDS-PAGE foi cortada em 12 pedaços iguais 
de 0,5 mm, e cada pedaço utilizado para determinar a possível hidrólise 
de pNFαG, maltotriose, rafinose, sacarose ou maltose. O resultado desses 
ensaios é visualizado na Figura 4.7-D, onde temos o pico de atividade 
correspondendo com a banda visualizada tanto no gel corado com nitrato 
de prata, como com TTC. E, novamente, a atividade observada é apenas 
sobre a sacarose, rafinose e maltotriose, mas não com pNFαG ou maltose. 
Inclusive, o padrão de hidrólise segue o mesmo perfil para os 3 substratos. 
Resultados semelhantes (co-purificação da enzima responsável pela 
hidrólise de sacarose, rafinose, e maltotriose) foram obtidos quando o 
extrato celular da linhagem GMY08, pre-crescida em 4% glicose, foi 
analisado através de cromatografia de troca iônica com DEAE Sepharose 
Fast Flow, ou de interação hidrofóbica utilizando uma coluna com HiTrap 
Phenyl FF (ambos da Pharmacia Biotech). Lamentavelmente em nenhum 
destes procedimentos se obteve uma fração pura de proteína (dados não 
mostrados). 
A seguir resolvemos avaliar a identidade da proteína presente na 
banda de 64 kDa através de espectrometria de massas. O resultado obtido 
com essa técnica (Figura 4.8) mostrou que a proteína em questão 
corresponde de fato à enzima invertase. A pontuação (score) da proteína 
é representada por -10*Log (P), onde (P) é a probabilidade da combinação 
(matches) observada ser um evento randômico. Portanto, pontuações 
acima de 51 são significantes (p<0,05) e, portanto, como a invertase 
obteve uma pontuação de 64 nós podemos afirmar que a enzima que ali 
está presente é de fato a invertase. Como forma de corroborar com esse 
dado, nós pegamos os peptídeos obtidos após as ionizações que 
apresentaram combinações com a proteína invertase e os excluímos da 
nossa análise. Após isso nós confrontamos os peptídeos restantes com o 
banco de dados afim de observar se além da invertase teria alguma outra 
proteína com significância na nossa amostra. O resultado que obtivemos 
foi todo para proteínas com pontuações bem abaixo do considerado 
significativo (dados não mostrados). Portanto, isso nos possibilitou 
concluir que a enzima presente na fração da cromatografia com atividade 
de hidrólise de sacarose, rafinose e maltotriose é a invertase, e não há 
outras enzimas (glicosidases) em quantidades representativas na amostra. 
 
Figura 4.8 – Resultado da espectrometria de massas após confrontação com o 
banco de dados NCBI através da ferramenta Mascot. 
62 
 
 
 
Com o intuito de fundamentar ainda mais nossos resultados, 
realizamos ensaios de inativação térmica e determinação do Km para os 
vários substratos hidrolisados pela enzima presente na fração com maior 
atividade na cromatografia com Resource Q. O ensaio de inativação 
térmica tem por objetivo avaliar a perda de atividade da enzima em função 
da sua exposição à uma determinada temperatura (44°C neste trabalho) 
ao longo do tempo (40 min). Esta perda de atividade é ocasionada pela 
desnaturação progressiva da enzima, o que afeta a sua conformação e do 
sítio ativo, e consequentemente vai diminuindo seu poder catalítico sobre 
o substrato. Quando submetemos a enzima presente na fração 
cromatográfica a este ensaio nós utilizamos como substratos para medir a 
sua atividade a sacarose, rafinose e maltotriose (cada um separadamente). 
Os resultados estão plotados no gráfico abaixo (Figura 4.9) e nos 
permitem concluir que a perda de atividade ocorre com a mesma cinética 
para os três substratos analisados. Isso nos permite inferir que a mesma 
proteína/enzima (invertase intracelular) é a responsável pela hidrólise dos 
3 substratos, ao passo que se houvesse outra enzima na fração o perfil de 
inativação seria diferente para os diferentes substratos analisados.  
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Figura 4.9 – Inativação térmica da enzima responsável pela hidrólise da sacarose, 
rafinose e maltotriose, determinada durante a incubação a 44oC durante 40 min. 
 
Inativação Térmica
Tempo de incubação
0 10 20 30 40 50
%
 d
e
 m
U
/m
L
10
100
Sacarose 
Maltotriose 
Rafinose 
  
 
A determinação do Km da enzima presente na fração com maior 
atividade de hidrólise de sacarose, rafinose e maltotriose através do 
gráfico duplo-reciproco (Figura 4.10), apresentou valores muito 
semelhantes de Km para sacarose e rafinose aos encontrados na literatura 
para a invertase (intracelular). Para a sacarose o valor já descrito é de 25 
mM e o observado no nosso trabalho foi de 27,7 mM. Já para a rafinose 
o valor descrito é 150 mM e o que obtivemos foi 153,5 mM (GÁSCON; 
NEUMANN e LAMPEN, 1968). Para a maltotriose, como ainda não 
havia sido observada sua hidrólise pela invertase intracelular, nós não 
temos referência na literatura para comparar o Km, no entanto, o valor 
obtido (Km de 851,6 mM) foi bastante alto quando comparado com os 
outros açucares analisados neste trabalho. Isso mostra que embora haja 
hidrolise da maltotriose pala invertase intracelular, a afinidade desta 
enzima por este substrato é baixa. 
Ao passo que a afinidade da invertase intracelular é aparentemente 
baixa com a maltotriose, quando avaliamos os resultados de crescimento 
das nossas cepas modificadas geneticamente vemos que a sobre-
expressão do gene iSUC2, associada à sobre-expressão do gene AGT1, é 
crucial para que as leveduras consumam e fermentem a maltotriose 
eficientemente. Embora não tenhamos purificado a invertase extracelular 
e analisado se essa é capaz de hidrolisar a maltotriose, quando avaliamos 
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o perfil de crescimento da levedura CAT-1 com esse substrato não 
observamos o seu consumo. Essa levedura possui a invertase extracelular 
que, se fosse capaz de hidrolisar a maltotriose, faria a sua hidrolise no 
meio extracelular e seus produtos seriam internalizados pelos seus 
respectivos transportadores, de modo que a célula poderia crescer e 
fermentar nesses açucares. No entanto, seria necessário verificar se a 
invertase extracelular é expressa quando as células são incubadas na 
presença de maltotriose. 
SAINZ e colaboradores (2013) mostraram, utilizando a invertase 
intracelular expressa em Escherichia coli, que os monômeros dessa 
enzima se associam em dois tipos diferentes de dímeros que estão por sua 
vez unidos em um octâmero, melhor descrito como um tetrâmero de 
dímeros (Figura 4.11). Esses dois tipos diferentes de dímeros diferem no 
espaço conformacional existente para a ligação do substrato ao sítio ativo 
da enzima e, portanto, a dimerização desempenha um papel determinante 
na especificidade ao substrato, ao passo que os dímeros “maiores” 
permitem o acesso do dissacarídeo (sacarose), diferentemente os dímeros 
“menores” permitem o acesso de oligossacarídeos curtos de até quatro 
unidades (p.ex. inulina) ao sítio ativo da enzima. 
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Figura 4.10 – Gráficos duplo-recíprocos da hidrólise de sacarose (A), rafinose 
(B) e maltotriose (C), pela enzima presente na linhagem GMY08 crescida em 
meio YP-4% glicose. 
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Figura 4.11 – Representação do tetrâmero de dímeros formado pela invertase 
intracelular. Os dímeros A-B e C-D são os que possuem sítio ativo menor, e os 
dímeros E-F e H-G apresentam sítios maiores. Fonte: SAINZ et al., (2013). 
 
 
Eles também mostraram que ao contrário dos oligômeros formados 
pela invertase intracelular, a invertase extracelular também forma 
oligômeros, no entanto, eles são formados apenas por um tipo de dímero, 
o tipo que apresenta o sítio ativo com um espaço menor para a ligação do 
substrato (Figura 4.12). Esta diferença de dímeros pode ser a responsável 
pela capacidade da invertase intracelular de hidrolisar a maltotriose, 
permitindo que este açúcar tenha acesso ao sítio catalítico nos dímeros 
onde esse é maior (E-F e H-G). Além disso, esse pode ser um dos motivos 
pelo qual a invertase extracelular não consegue hidrolisar a maltotriose, 
visto que ela possui apenas os dímeros A-B, cujos sítios de ligação são 
menores e impediriam o acesso a substratos maiores, como a maltotriose.  
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Figura 4.12 - Representação do oligômero formado pela invertase extracelular. 
Este é formado por dímeros A-B, que possuem o sítio catalítico menor. Fonte: 
SAINZ et al., (2013). 
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5. CONCLUSÕES 
Neste trabalho observamos um perfil de hidrolise de açúcares pela 
invertase intracelular de Saccharomyces cerevisiae até então não descrito 
na literatura. Esse perfil foi o responsável por conferir à uma cepa 
industrial produtora de etanol combustível modificada a capacidade de 
utilizar eficientemente e fermentar o α–glicosídeo maltotriose, o segundo 
mais abundante açúcar presente em hidrolisados de amido. Portanto, este 
trabalho foi de suma importância por mostrar um perfil catalítico da 
invertase intracelular que em décadas de estudo nunca havia sido 
observado. Além disso, demos início à uma nova fase de pesquisas nas 
quais a atividade da invertase sobre a maltotriose poderá ser melhor 
estudada e, com isso, ser possível a otimização de processos 
fermentativos onde o amido é a fonte principal de carboidrato, como na 
panificação, produção de cervejas e uísques e bioetanol.  
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